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Nádory hlavy a krku představují z imunologického hlediska velmi komplexní 
a heterogenní skupinu onemocnění. Původně byly tyto nádory spojovány především 
s kouřením a alkoholem. V posledních desetiletích ale výrazně narůstá procento nádorů 
asociovaných s perzistující infekcí lidským papilomavirem s onkogenním potenciálem 
v imunologicky privilegované oblasti tonzilárních krypt. Vzhledem k nezastupitelné roli 
imunitního systému, jak v protivirové, tak v protinádorové imunitní odpovědi je prognóza 
pacientů významně ovlivněna velikostí, složením a funkční kapacitou imunitního infiltrátu 
v nádorovém mikroprostředí. Pro nádory hlavy a krku je charakteristické silně 
imunosupresivní prostředí, zhoršující průběh onemocnění a snižující účinnost imunoterapie. 
Většina pacientů s touto diagnózou dobře odpovídá na standardní terapii, ta je ale spojená 
s velmi závažnými časnými a pozdními toxicitami, které mají zásadní vliv na kvalitu života. 
V roce 2016 byla schválena první imunoterapeutika pro léčbu refrakterních nádorů hlavy 
a krku – inhibitory kontrolních bodů imunitních reakcí blokující PD-1 – PD-L1 dráhu, 
nivolumab a pembrolizumab. Tento druh terapie, založený na odblokování imunosuprese, 
se v protokolech kombinujících více léčebných modalit ukázal být velmi účinný a zároveň 
výrazně méně toxický oproti standardní chemoradioterapii. Proto byla monoterapie PD-1 
inhibitory nebo kombinovaná léčba PD-1 inhibitorů s chemoterapií nedávno schválena jako 
první možnost léčby pro pacienty s metastatickými nebo refrakterními nádory hlavy a krku. 
I přes nadějné klinické výsledky ale stále existuje vysoké procento pacientů, kteří na tuto 
léčbu neodpovídají. Lepší porozumění jednotlivým populacím imunokompetentních buněk, 
zapojujících se do protinádorové imunitní odpovědi, by pomohlo hlouběji pochopit principy 
ovlivňující funkční orientaci imunitní odpovědi, a zvýšit tak úspěšnost léčby pacientů díky 
personalizovaným imunoterapeutickým protokolům. Předkládaná dizertační práce 
významně prohlubuje znalosti o roli HPV-specifických CD8+ T lymfocytů, B lymfocytů 
infiltrujících do nádoru a dalších buněčných populací v kontextu komplexního nádorového 
mikroprostředí HPV-asociovaných a chemicky indukovaných nádorů hlavy a krku. A dále 
poukazuje na význam kombinované imunoterapie založené na odblokování imunosuprese, 
která vzniká především díky expresi některých inhibičních molekul v nádorovém 
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Head and neck squamous cell carcinoma encompasses a complex and heterogeneous 
group of malignant diseases. Originally, this tumor type was associated with tobacco and 
alcohol consumption. However, a significantly expanding subset of tumors associated with 
oncogenic human papillomavirus infection arising in deep tonsillar crypts was identified 
within the last decades. Due to the essential role of the immune system in antiviral and 
anticancer immune response, the prognosis of patients is significantly influenced by 
the volume, composition and functional capacity of the immune infiltrate. 
The immunosuppressive landscape of head and neck cancer leads to unfavorable outcome 
of patients and decreased efficacy of immunotherapy. The response rate to standard 
treatment is high, however, standard therapy is accompanied by considerable toxicity 
influencing the quality of life. In 2016, the first immunotherapeutics for the treatment of 
patients with recurrent squamous cell carcinoma of the head and neck were approved – 
the anti-PD-1 immune checkpoint inhibitors nivolumab and pembrolizumab. This type of 
therapy, based on mitigation of immunosuppression, shows strong efficacy and less toxicity 
in combination with other therapies. Therefore, anti-PD-1 immunotherapy was recently 
approved in the first-line treatment setting as monotherapy or in combination with 
chemotherapy for patients with metastatic or unresectable, recurrent head and neck cancer. 
Despite the therapeutic benefit of immune checkpoint inhibitors, there is still a large 
proportion of nonresponding patients. Thus, better understanding of the individual immune 
cell populations playing key role in anticancer immune response could reveal the principles 
influencing functional orientation of the immune response. Personalized immunotherapeutic 
protocols created with respect to these principles could enhance the efficacy of current 
therapeutic strategies. This dissertation thesis broadens the knowledge of the significance of 
HPV-specific CD8+ T cells, B cells and other immune cell populations infiltrating to 
the tumor microenvironment of HPV-associated vs. HPV-negative tumors of head and neck. 
This thesis also highlights the importance of combined immunotherapy based on 
the elimination of immunosuppression, which arises due to a chronic activation of adaptive 
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Akt  thymomas of AKR mice - protein kinase B 
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Bcl-xL  B-cell lymphoma-extra large 
BTLA  B and T lymphocyte attenuator 
Ceacam-1 carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 1 
CCL  (C-C motif) ligand 
CD  cluster of differentiation 
CDK  cyclin-dependent kinase 
CRT  chemoradiotherapy 
CTLA-4 cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4 
CXCL  (C–X–C motif) ligand 
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HGSC  high-grade serous carcinoma 
HLA  human leukocyte antigen 
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HMGB1 high mobility group box 1 
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IL  interleukin 
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MAPK mitogen-activated protein kinases, mitogenem aktivované proteinkinázy 
mDC  myeloid dendritic cell 
MDSC  myeloid-derived suppressor cell 
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mTOR  mammalian target of rapamycin 
NK  natural killer 
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ORR  objective response rate 
PARP  poly-ADP-ribose polymerase 
PARPi  Poly-ADP-ribose polymerase inhibitor 
pDC  plasmacytoid dendritic cell 
PD-L1  programmed death-ligand 1 
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TGFβ  transforming growth factor beta 
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TIL  tumor infiltrating lymphocytes 
TIL-B  tumor infiltrating B lymphocytes 
TIM-3  T-cell immunoglobulin and mucin domain 3 
TLR9  toll-like receptor 9 
TMB  tumor mutation burden 
TME  tumor microenvironment 
TNFα  tumor necrosis factor alfa 
WHO  World Health Organisation 
2B4  CD244 




Imunitní systém hraje klíčovou roli v patogenezi maligní transformace. Na základě 
mnoha vědeckých a klinických důkazů této premisy se imunoterapie nádorových 
onemocnění stala součástí klinické onkologie a účinnost zdokonalujících se 
imunoterapeutických protokolů stále roste. Ačkoli protinádorové imunitní odpovědi se 
účastní všechny složky nespecifické i specifické imunity, ústřední úlohu plní adaptivní 
buněčná složka, T a B lymfocyty. Nové přístupy protinádorové imunoterapie se tak zaměřují 
právě na aktivaci a posílení především efektorových T lymfocytů, jejichž pozitivní 
prognostická role byla prokázána u mnoha indikací, včetně nádorů hlavy a krku. Vlivem 
silně imunosupresivního mikroprostředí ale dochází u většiny pacientů k postupné ztrátě 
funkční kapacity efektorových T lymfocytů, jejímž důsledkem je nekontrolovaná progrese 
nádorového onemocnění. Porozumění biologické podstatě procesů probíhajících 
v nádorovém mikroprostředí, jež vedou k úniku nádorových buněk před imunitním 
dohledem, a navržení vhodných imunoterapeutických postupů by tak mohlo zvýšit 
úspěšnost léčby a dosáhnout trvalých výsledků. 
První část této dizertační práce shrnuje současné poznatky o roli adaptivního imunitního 
systému v nádorovém mikroprostředí pacientů s nádory hlavy a krku, a význam lidského 
papilomaviru (human papillomavirus, HPV) pro průběh tohoto onemocnění. Dále je zde 
popsán význam imunoterapie v léčbě HPV-indukovaných nádorů a nádorů vzniklých 
na podkladě toxického agens. Pozornost je věnována zejména inhibitorům kontrolních bodů 
imunitních reakcí, vzhledem k jejich klinické účinnosti v celé řadě nádorových onemocnění.  
Druhou část tvoří soubor publikovaných prací, které souvisí s tématem této dizertační práce, 
prošly recenzním řízením a byly publikovány v mezinárodních vědeckých časopisech se 




2 NÁDORY HLAVY A KRKU  
Nádory hlavy a krku jsou heterogenní skupinou nádorových onemocnění vznikajících 
v oblasti dutiny ústní, dutiny nosní, hltanu (pharynx), hrtanu (larynx), ze slinných žláz 
a místní lymfatické tkáně. S celosvětovou incidencí 550 až 600 tisíc případů ročně se nádory 
hlavy a krku vyskytují jako šesté nejčastější nádorové onemocnění tvořící 5 % všech 
malignit. V souvislosti s onemocněním ročně zemře přibližně 300 tisíc pacientů (Jemal et 
al., 2011). Nádory hlavy a krku často z počátku nevykazují žádné vážné klinické příznaky 
nebo se podobají běžným zánětlivým onemocněním horních cest dýchacích. Až 70 % 
pacientů je tak diagnostikováno ve stádiu lokálně pokročilého onemocnění, čímž je výrazně 
negativně ovlivněna i prognóza. Pětileté přežití se tak pohybuje v rozmezí pouhých 
10- 50 %. Navíc, přes 95 % pacientů s rekurentním nebo metastatickým karcinomem umírá 
již do jednoho roku. V opačném případě, při diagnóze v časných stádiích, dosahuje pětileté 
přežití až 80 % (Leon et al., 2005), (Argiris et al., 2017). I přes výraznou heterogenitu se 
histologicky z více než 90 % jedná o squamózní karcinomy (head and neck squamous cell 
carcinoma, HNSCC), vznikající z dlaždicového epitelu vystýlajícího dutiny v této oblasti 
(Vigneswaran and Williams, 2014). Squamózní karcinomy hlavy a krku tvoří velmi 
komplexní skupinu onemocnění, charakterizovanou klinickou, fenotypickou a biologickou 
heterogenitou, která je způsobena zejména genetickými změnami, lokalizací nádoru 
a etiologickým agens (Cancer Genome Atlas, 2015).  
2.1 Etiologie HNSCC 
Hlavními prokázanými rizikovými faktory HNSCC jsou historicky kouření 
tabákových výrobků, konzumace alkoholu a především synergický efekt těchto dvou faktorů 
(Andre et al., 1995). Pacienti s nádory vzniklými na podkladě této etiologie se pohybují 
ve vyšší věkové skupině, většinou přes šedesát let. Se vzrůstající osvětou lidí v oblasti 
životosprávy v rozvinutých zemích se ale počet kuřáků a alkoholiků ve vyšších sociálních 
vrstvách postupně snižuje, a klesá tak i incidence nádorů podmíněných těmito mutagenními 
fyzikálními faktory. Dlouho ale zůstával nevyjasněnou otázkou stále narůstající počet 
nádorů v oblasti orofaryngu (oropharyngeal squamous cell carcinoma, OPSCC). 
V souvislosti s rostoucím rizikovým chováním zejména mladých lidí bylo na základě 
experimentálních a epidemiologických dat popsáno další signifikantní etiologické agens, 
a to infekce HPV (Brandsma and Abramson, 1989), (Snijders et al., 1992). Lidský 
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papilomavirus, způsobující až 90 % OPSCC, se tímto zařadil mezi nejvýznamnější rizikové 
faktory nádorů v oblasti hlavy a krku, a změnil tak i pohled na jejich biologickou podstatu 
(Gillison et al., 2000). Nádory asociované s HPV a toxicky indukované nádory jsou proto 
považovány za dvě zcela rozdílné entity, odlišující se nejen na základě molekulární podstaty 
mechanismu vzniku, ale také prognózou pacientů (Weinberger et al., 2006). Heterogenita 
těchto nádorů je natolik významná, že v roce 2017 došlo k oddělení jejich klasifikace 
Americkým výborem proti rakovině (American Joint Committee on Cancer, AJCC). Toto 
rozdělení poskytlo významně přesnější informace o přežití nově diagnostikovaných pacientů 
(Lydiatt et al., 2017). Komplexní srovnání HPV-pozitivních a HPV-negativních nádorů je 
shrnuto v Tab. 1. (Husain and Neyaz, 2017).  
Parametr HPV+  HPV- 
Věk (průměr) mladší (40 - 60) starší (> 60) 
Rasa europoidní >> ostatní europoidní > ostatní 
Geografické rozložení sev.Evropa a sev.Amerika Asie - Pacifik 
Pohlaví muži > ženy (8:1) muži > ženy (3:1) 
Socioekonomický status vyšší nižší - střední 
Incidence rostoucí klesající 
Prevalence - odhad proměnlivá v regionech stabilní 
Rizikové faktory sexuální chování (HPV-16) tabák, alkohol 
Kofaktory marihuana dieta, orální hygiena, stres 
Histologické místo vzniku dlaždicový epitel krypt squamózní epitel dutiny ústní 
Anatomické místo vzniku orofarynx celá dutina ústní 
E6 a E7 onkoproteiny exprimovány nedetekovány 
p53 wild-type, degradován mutovaný 
P16INK4a zvýšená exprese obvykle nedetekováno 






Metastázy do spádových uzlin často, cystické 
méně často  
nekrotizující, solidní 
ECOG performance status nižší (0 u 33 % pacientů) vyšší (0 u 66 % pacientů) 
Převažující TNM klasifikace T1-T2 N++ T3-T4 N+ 
Tříleté přežití 82,4 % (95 % CI, 77,2-87,6) 57,1 % (95 % CI, 48,1-66,1) 
Tříleté přežití bez progrese 73,7 % (95 % CI, 67,7-79,8) 43,3 % (95 % CI, 34,4-52,4) 
Celková odpověď na léčbu 94 % (95 % CI, 87-100) 58 % (95 % CI, 49-74) 
Tab. 1. Srovnání demografických, klinických, histologických, genetických a prognostických 
parametrů u nádorů asociovaných s HPV vs. nádorů jiné etiologie. ECOG (Eastern Cooperative 
Oncology Group, Východní kooperativní onkologická skupina v USA). Převzato a upraveno dle 
(Husain and Neyaz, 2017) 
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2.2 Prognóza a léčba pacientů s HNSCC 
Strategie léčby pacientů s HNSCC je založena na lokalizaci primárního nádoru, 
histologické klasifikaci a stádiu onemocnění (rozsahu primárního nádoru, případně 
uzlinových a vzdálených metastáz) a celkovém stavu pacienta. Základními kurativními 
léčebnými modalitami v léčbě HNSCC jsou chirurgická léčba a radioterapie a v některých 
případech i chemoterapie nebo radiochemoterapie. Ti pacienti, u nichž došlo k nádorové 
transformaci díky onkogennímu potenciálu HPV, jsou na rozdíl od těch, jejichž nádor byl 
vyvolán toxickým agens, většinou diagnostikováni v pokročilém stádiu onemocnění, 
mnohdy s rozvinutým metastatickým postižením regionálních lymfatických uzlin. I přesto 
ale odpovídají lépe na standardní léčbu a mají významně lepší prognózu, i pětileté přežití 
(81 % vs. 49 %) ve srovnání s pacienty s HPV-negativními nádory (Licitra et al., 2006), 
(Ang et al., 2010). Vzhledem k výše zmíněným faktům je zřejmé, že HPV-pozitivní pacienti 
vyžadují většinou méně agresivní léčbu (Martin, 2014). HPV-typizace ale doposud není 
zohledňována při výběru léčebné modality v rámci standardní léčby. Jaká je příčina lepší 
prognózy pacientů, u nichž byla karcinogeneze vyvolána virovou infekcí, zatím nebylo zcela 
objasněno. Experimentální i klinická data ale ukazují, že jednou z hlavních příčin může být 
mimo jiné přítomnost viru, který vyvolává aktivní buněčnou imunitní odpověď namířenou 
proti infikovaným buňkám, a tudíž i proti nádorovým buňkám samotným (Dahlstrand and 
Dalianis, 2005). 
2.3 Lidský papilomavirus (HPV) 
Lidský papilomavirus (HPV), patřící do rodiny papillomaviridae – malých 
neobalených dvouvláknových (double-strand, ds) DNA virů, zahrnuje více než 150 doposud 
popsaných genotypů infikujících kožní epitel a slizniční povrch anogenitálního traktu, 
močové trubice, dýchacích cest a ústní části hltanu – orofaryngu. Z hlediska rizikovosti 
a onkogenního potenciálu se HPV dělí na nízce rizikové (low-risk, lrHPV) a vysoce rizikové 
(high-risk, hrHPV) HPV. Nízce rizikové genotypy HPV způsobují zejména benigní 
bradavice a respirační papilomatózu a v 90 % případů je infekce přirozeně eliminována 
imunitním systémem. V případě nákazy vysoce rizikovým genotypem HPV ale většinou 
infekce přetrvává dlouhodobě v asymptomatické podobě a díky onkogennímu potenciálu 
těchto virů je perzistentní infekce asociována s rozvojem karcinomů v anogenitální oblasti, 
zejména s karcinomem děložního hrdla - cervixu (Franco et al., 1999). Vysoce rizikové 
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genotypy HPV jsou zodpovědné také za vznik karcinomu orofaryngu, kde dominuje genotyp 
HPV 16. Dle odhadů by do roku 2020 měl v USA počet HPV-asociovaných HNSCC 
dokonce překonat incidenci cervikálního karcinomu (Chaturvedi et al., 2011). 
2.3.1 Mechanismus infekce HPV 
K přenosu infekce HPV dochází během přímého kontaktu z člověka na člověka, 
většinou při pohlavním styku, během něhož vznikají mikroskopická poranění v povrchovém 
stratifikovaném squamózním epitelu. Pro vznik karcinomu orofaryngu dokonce není potřeba 
mechanické poškození povrchového epitelu, protože místem infekce jsou krypty tonzilární 
tkáně vystýlané specializovaným retikulovaným epitelem, jež má fyziologicky narušenou 
strukturu pro migraci imunitních buněk do lymfoidní tkáně (Perry, 1994). Těmito přirozeně 
se vyskytujícími mikroabrazemi pronikají virové částice až k bazální membráně, na níž se 
váží přes proteoglykany přítomné na membráně, a infikují zde bazální buňky dlaždicového 
epitelu, keratinocyty, vazbou na jejich povrch a následnou endocytózou. Po internalizaci je 
virus transportován do pozdních endozómů, kde je změnou pH aktivován a s využitím 
hostitelského cytoskeletárního transportu vstupuje do buněčného jádra (Schelhaas et al., 
2012). Keratinocyty mají přirozeně silný diferenciační a proliferační potenciál. Během 
diferenciace dochází nezávisle na infekci k neustálému dělení dceřiných kopií bazální 
buňky, odpoutání od bazální membrány a vystupování k povrchu. Během tohoto pěti až 
sedmidenního procesu keratinocyty postupně mění svoji morfologii. Dochází ke kondenzaci 
jádra a plošnému roztažení cytoplazmy. Buňka se zplošťuje a celý proces je zakončen 
deskvamací z povrchu. Vzhledem k tomu, že replikace viru je závislá na biochemickém 
aparátu hostitelské buňky, využívá HPV právě intenzivně proliferující dlaždicobuněčný 
epitel k dokončení životního cyklu tisíce nových kopií viru, které jsou uvolňovány nelyticky 
během deskvamace odumírajících keratinocytů. Takto dochází k neviremickému šíření 
infekce, bez vyvolání imunitní reakce (Faraji et al., 2017). Výše popsaný proces je 




Obr. 1. Mechanismus infekce HPV a progrese onemocnění. (A) Vzhledem k tkáňovému tropismu 
HPV v rámci HNSCC dochází k infekci sekundárních lymfatických orgánů v oblasti orofaryngu. (B) 
HPV infikuje progenitory keratinocytů v bazální vrstvě přirozeně fenestrovaného retikulovaného 
epitelu tonzilárních krypt. (C) Infekce squamózního epitelu tonzil vede postupně k narušení 
diferenciace bazálních epiteliálních buněk, displázii, vzniku karcinomu in situ, až k propuknutí 
invazivní karinogeneze. Převzato a upraveno dle (Faraji et al., 2017). 
2.3.2 Molekulární mechanismus indukce karcinogeneze u HPV-asociovaných nádorů 
Genom HPV, dlouhý 8 000 párů bazí, obsahuje dva kódující regiony a jeden 
nekódující, regulační region. Součástí kódující oblasti jsou geny proteinů časné fáze 
(E, early) E1, E2, E4, E5, E6 a E7 a geny kódující kapsidové proteiny, k jejichž expresi 
dochází v pozdní fázi životního cyklu viru, a jsou proto označované jako pozdní geny 
(L, late) L1 a L2. Časné geny řídí replikaci virové DNA a regulují kritické kroky buněčného 
cyklu: E1 spouští replikaci virového genomu, E2 je iniciačním faktorem pro virovou 
transkripci a řídí segregaci virových genomů, E4 zodpovídá za maturaci nových virových 
partikulí, E5 udržuje kontinuální proliferaci hostitelské buňky, E6 a E7 jsou označované 
jako onkoproteiny, jelikož narušují základní kroky regulace buněčného cyklu vedoucí 
k amplifikaci virového genomu (Rautava, 2012). E6 vyvazuje základní tumor supresorový 
protein p53 a zprostředkovává jeho ubiquitinylaci vazbou na protein asociovaný s ubikvitin-
ligázou E6 (ubiquitin-ligase E6-associated protein, E6AP) a následnou degradaci skrze 
proteazom. Výsledkem je imortalizovaná hostitelská buňka (Martinez-Zapien et al., 2016). 
U HPV-asociovaných OPSCC tedy není dysfunkce p53 způsobena jeho mutací, jako 
u většiny nádorových onemocnění včetně HPV-negativních nádorů, ale řízenou degradací 
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přirozeně se vyskytující formy proteinu − wild-type p53. Onkoprotein E7 inaktivuje další 
esenciální tumor-supersor: retinoblastomový protein (retinoblastoma protein, pRb), jehož 
funkcí je regulace přechodu z G1 do S fáze buněčného cyklu interakcí s transkripčním 
faktorem E2 (E2 factor, E2F). Dokud je E2F v komplexu s pRb, nemůže dojít k iniciaci 
replikace (Chellappan et al., 1992). Absence pRb tak vede ke kontinuální aktivaci cílových 
genů E2F, jimiž jsou mimo jiné cyklin A a cyklin E, které umožňují vstup do S fáze 
buněčného cyklu a nekontrolovanou replikaci (Zerfass et al., 1995). Funkční inaktivace pRb 
vede dále k akumulaci p16INK4A (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A, CDKN2A), dalšího 
proteinu podílejícího se na regulaci buněčného cyklu, jež je za fyziologických podmínek 
inhibitorem cyklin-dependentních kináz (cyclin-dependent kinases, CDKs) fosforylujících 
pRb. Dokud nedojde k fosforylaci pRb a k následnému uvolnění E2F z komplexu E2F-pRb, 
buněčný cyklus je pozastaven v G1 fázi a buňka setrvává ve stavu senescence (Giarre et al., 
2001). U nádorů vzniklých na podkladě infekce HPV tak na základě negativní zpětné vazby 
dochází inaktivací pRb k nárůstu cytoplazmatické hladiny p16INK4A. Tato hodnota je spolu 
s detekcí virové DNA/RNA standardně používána jako nepřímý marker pro diagnostiku 
karcinogeneze asociované s HPV (Hoffmann et al., 2010) a může mít i prognostický význam 
(Lin et al., 2014). Molekulární mechanismus indukce karcinogeneze u HPV-asociovaných 
nádorů je znázorněn na Obr. 2. 
 
Obr. 2. Molekulární mechanismus indukce karcinogeneze HPV. Po vstupu do buňky se virus 
přesouvá do jádra, kde je udržován ve formě episomu nebo proběhne integrace do hostitelské DNA 
a jeho životní cyklus je závislý na diferenciaci hostitelské buňky. Za udržení proliferativního stavu 
keratinocytů a inhibici apoptózy jsou zodpovědné onkoproteiny E6 a E7, které řídí inaktivaci 
a degradaci p53 a pRb. V pokročilých fázích diferenciace infikovaných keratinocytů dochází 
k expresi pozdních genů L1 a L2, kódujících virové kapsidy, a k sestavování nových virových 
partikulí. Následně se během přirozené deskvamace keratinocytů uvolňují až tisíce nových 
infekčních virionů. Převzato a upraveno dle (Andersen et al., 2014). 
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I přesto, že HPV-pozitivní nádory nevznikají na podkladě dlouhodobého 
vystavování tkání karcinogenům s mutagenním potenciálem, jako je tabák a alkohol, 
vykazují HPV-asociované nádory překvapivě vysokou genomovou nestabilitu, srovnatelnou 
s nádory jiné etiologie. Tato mutační zátěž, doprovázená hromaděním somatických mutací, 
je pravděpodobně způsobená absencí výše zmíněných tumor-supresorů, zajišťujících 
kontrolu integrity genomu, což značně zvyšuje pravděpodobnost maligní transformace 
u buněk infikovaných HPV (Seiwert et al., 2015). Pacienti s nádory hlavy a krku se tak 
celkově řadí mezi indikace s vyšší mutační náloží (tumor mutation burden, TMB) 
(Alexandrov et al., 2013), jak je znázorněno na Obr. 3., a mají proto potenciál odpovídat 
lépe na některé imunoterapeutické léčebné postupy. Hlavním důvodem je to, že množství 
somatických mutací v nádoru zvyšuje pravděpodobnost vzniku neoantigenů, které mohou 
být rozpoznány a následně cíleny efektorovými buňkami specifické imunity. Obzvláště 
např. po terapii inhibitory kontrolních bodů imunitních reakcí (Riaz et al., 2016). 
 
Obr. 3. Porovnání mutační zátěže mezi jednotlivými typy nádorových onemocnění. Data 
ukazují počet somatických mutací v jednotlivých nádorech. ALL, acute lymphoblastic leukaemia, 
akutní lymfoblastická leukémiee; AML (acute myeloid leukaemia, akutní myeloidní leukémie); CLL 
(chronic lymphocytic leukaemia, chronická lymfocytární leukémie). Převzato a upraveno dle 
(Alexandrov et al., 2013). 
2.3.3 Nádorové mikroprostředí HNSCC 
Nádorové mikroprostředí (tumor microenvironment, TME) je komplexní, 
organizovaná a dynamická nika, složená z neoplastických buněk v kontextu nádorového 
stromatu, tvořeného extracelulární matrix, fibroblasty, epiteliálními buňkami, endoteliemi, 
tukovými buňkami a produkty těchto buněčných populací a dále v různé míře infiltrujícími 
imunitními buňkami (Balkwill et al., 2012). Vzhledem k tomu, že nádory hlavy a krku, 
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na rozdíl od ostatních nádorových indikací, vznikají téměř jednotně ze stejného 
histopatologického subtypu, jedná se zdánlivě o homogenní skupinu squamózních 
karcinomů. Ve skutečnosti ale jde o velmi heterogenní onemocnění a každý individuální 
nádor je unikátní jak složením nádorového mikroprostředí, tak svým chováním (Canning et 
al., 2019). Nejvýznamnější rozdíly jsou pozorovány mezi skupinou pacientů s HPV-
pozitivními a HPV-negativními nádory, a to zejména ve složení imunitního infiltrátu, který 
má zásadní vliv na prognózu (Partlova et al., 2015).  
2.3.4 Složení a význam imunitního infiltrátu u HPV-pozitivních a HPV- negativních 
pacientů s HNSCC 
Imunitní infiltrát je komplexní a dynamickou součástí nádorového mikroprostředí 
a role jednotlivých imunitních populací se mezi nádorovými typy výrazně liší. U nádorů 
hlavy a krku navíc složení imunitního infiltrátu i výslednou imunitní reakci ovlivňuje 
potenciální přítomnost viru. HPV infikuje epiteliální tkáně. Na rozdíl od mukózního epitelu, 
který HPV infikuje v anogenitální oblasti, v rámci orofaryngu dochází k infekci 
dlaždicového epitelu, který je v těsném kontaktu s lymfatickou tkání. Lymfatická tkáň zde 
v podobě tonzil sehrává klíčovou imunologickou roli v obraně proti patogenům. Je tedy 
pravděpodobné, že virem indukovaná protinádorová imunitní odpověď bude odlišná 
od imunitní odpovědi nádorů orofaryngu jiné etiologie a zároveň od imunitní odpovědi 
namířené proti HPV v jiných oblastech organismu. 
V posledních letech bylo provedeno několik studií zaměřených na analýzu vztahu 
mezi imunitní odpovědí, HPV statutem a prognózou pacientů s HNSCC. Vzhledem 
k náročnosti získání nádorové tkáně byla ve většině těchto studií analyzována pouze 
periferní krev pacientů. I přesto ale Wansom a kol. detekovali zvýšený počet CD8+ 
T lymfocytů u pacientů s HPV-pozitivními nádory, který dokonce lépe predikoval odpověď 
na léčbu než samotný HPV status, jež byl doposud považován za nejsilnější prediktivní znak 
(Wansom et al., 2010). Turksma a kol. dále v periferní krvi pacientů s HPV-pozitivními 
nádory detekovali vyšší zastoupení efektorových a efektorových paměťových T lymfocytů 
oproti HPV-negativním pacientům, což pravděpodobně svědčí o virem indukované imunitní 
odpovědi (Turksma et al., 2013). Genová analýza potvrdila profil silné specifické imunitní 
odpovědi u HPV-pozitivních pacientů oproti HPV-negativním pacientům, jejichž profil měl 
charakter spíše přirozené imunitní odpovědi (Thurlow et al., 2010).  
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Vzhledem k tomu, že stav periferní krve nemusí vždy odrážet skutečnost, která se 
odehrává v rámci samotného nádorového mikroprostředí, je analýza nádorové tkáně 
nezbytnou součástí získání ucelené informace o zastoupení jednotlivých imunitních 
populací a také o jejich fenotypu a funkčnosti. Komplexní analýza nativních tkání HNSCC 
provedená v naší laboratoři, zabývající se mimo jiné složením imunitního infiltrátu 
a fenotypizací jednotlivých populací, ukázala významné rozdíly mezi nádory indukovanými 
HPV a nádory jiné etiologie. HPV-pozitivní nádory byly dle očekávání infiltrovány 
signifikantně vyšším množstvím CD8+ T lymfocytů. Tyto cytotoxické lymfocyty infiltrující 
nádor (tumor infiltrating lymphocytes, TILs) měly navíc schopnost produkovat významně 
vyšší hladiny prozánětlivých cytokinů interferonu-γ (interferon-γ, IFNγ) a interleukinu-17 
(IL-17). Detekováno bylo i výrazně více naivních CD4+ T lymfocytů a myeloidních DC. 
Dále pak ve srovnání s HPV-negativními nádory v buněčných kulturách HPV-pozitivních 
vzorků byla zaznamenána signifikantně vyšší produkce prozánětlivých chemokinů CXCL9, 
CXCL10, CXCL12, CCL17 a CCL21 (Partlova et al., 2015). Zajímavé ovšem bylo, že 
analýza mRNA potvrdila u HPV-pozitivních nádorů zvýšenou expresi proteinu 
programované buněčné smrti 1 (programmed cell death 1, PD-1), která je spolu s dalšími 
inhibičními molekulami považována za marker vyčerpání TILs (Day et al., 2006). Tato 
studie, provedená v naší laboratoři, je v souladu s výsledky studie Badoualové a kol, kteří 
pozorovali významně delší přežívání HPV-pozitivních pacientů s karcinomem orofaryngu 
(oropharynegal cancer, OPC), které byly silně infiltrované PD-1+ T lymfocyty. (Badoual et 
al., 2013). Molekula PD-1  tak u HNSCC pravděpodobně necharakterizuje vyčerpané TILs 
neschopné efektorových funkcí. Ward a kol. dále prokázali, že přítomnost TILs u HPV+ 
OPC pacientů pozitivně koreluje s přežíváním a odpovědí na léčbu na rozdíl od pacientů 
s nízkým infiltrátem (Ward et al., 2014). Podle nejnovějších výsledků Salomona a kol. hojná 
infiltrace CD8+ TILs u HPV-asociovaných OPC identifikuje skupinu pacientů 
s vynikajícími klinickými výsledky a poskytuje tak významnou prognostickou informaci 
(Solomon et al., 2018). 
Na rozdíl od TILs, jejichž pozitivní úloha v nádorovém mikroprostředí byla 
mnohokrát prokázána, role B lymfocytů infiltrujících do nádoru (tumor-infiltrating B cells, 
TIL-Bs) zůstává kontroverzní. Navzdory studiím prokazujícím pozitivní prognostickou roli 
TIL-Bs (Mahmoud et al., 2012) existují i přesvědčivé důkazy naznačující jejich opačný efekt 
(Lundgren et al., 2016). Za účelem rozšíření znalostí o imunitním infiltrátu u HNSCC 
a pochopení kontextu mezi jednotlivými imunitními populacemi jsme navázali na předchozí 
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studii popisující roli CD8+ TILs specifických k HPV16, a zaměřili se na analýzu populace 
TIL-Bs, jejichž role u HNSCC zatím téměř nebyla popsána. K objasnění této problematiky 
jsme tak přispěli naší experimentální prací, jejíž výsledky jsou detailně popsány 
ve výsledkové části této práce.  
Celkově větší infiltrát s prozánětlivým charakterem svědčí o silnější specifické 
imunitní odpovědi u HPV-pozitivních pacientů.  I přesto ale imunitní systém většinou 
nedokáže úspěšně bojovat s nádorovými buňkami a eradikovat je. V rámci nádorové 
imunologie je tento nežádoucí jev vysvětlován mimo jiné navozením stavu funkčního 
vyčerpání TILs v rámci imunosupresivního prostředí v nádoru, jež vede k toleranci nádoru 
a k úniku nádorových buněk imunitnímu dohledu. Z tohoto důvodu je zapotřebí zaměřit se 
hlouběji na fenotyp vyčerpání nádorově/virově specifických TILs, který je mnohdy 
reverzibilní. 
2.3.5 Imunosupresivní prostředí HNSCC 
Nádorové mikroprostředí HNSCC je silně imunosupresivní, což je způsobeno jednak 
přítomností supresivních buněčných populací, především regulačních T lymfocytů 
(regulatory T cells, Treg), myeloidních supresorových buněk (myeloid-derived suppressor 
cells, MDSC), makrofágů asociovaných s nádory (tumor-associated macrophages, TAM) 
a jednak funkčními defekty efektorových TILs, jež jsou považovány za klíčové komponenty 
protinádorové imunitní odpovědi (Duray et al., 2010). Funkční defekty efektorových buněk 
infiltrujících nádor jsou přítomností imunosupresivních buněčných populací amplifikovány. 
Výsledkem je účinné potlačení aktivní nádorově specifické imunitní odpovědi. Vytváření 
imunosupresivních podmínek v nádorovém mikroprostředí je jednou z hlavních strategií, 
jimiž se nádorové buňky efektivně vyhýbají imunitnímu systému, tzv. mechanismů úniku 
nádorových buněk imunitnímu systému hostitele. 
2.3.6 Mechanismy úniku nádorových buněk imunitnímu systému 
Z evolučního hlediska je pro přežití nádorových buněk, stejně jako pro parazity, 
nezbytně nutné vyvinout strategie, jimiž dokáží uniknout dohledu imunitního systému 
hostitele. Imunitní reakce na nově vznikající nádor má komplexní charakter a jsou do ní 
zapojeny mechanismy jak nespecifické, tak i specifické imunity. S progresí nádoru jsou však 
tyto imunitní mechanismy potlačeny a často působí dokonce ve prospěch nádorových buněk. 
Nádor se tak stává neviditelný před útoky imunitního systému. 
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Kromě výrazného zastoupení výše zmíněných imunosupresivních buněčných 
populací v nádorovém mikroprostředí byla u HNSCC prokázána úniková strategie založená 
na snížení exprese či úplné ztrátě lidského leukocytárního antigenu (human leukocyte 
antigen, HLA) I. třídy z povrchu nádorových buněk a/nebo narušení mechanismu antigenní 
prezentace, jejímž cílem je neschopnost rozpoznání nádorových buněk cytotoxickými 
T lymfocyty, a tak i nemožnost aktivace specifické imunitní odpovědi proti nádorovým 
buňkám (Ogino et al., 2006), (Lopez-Albaitero et al., 2006). 
Z hlediska funkčních vlastností imunitního infiltrátu byly u HNSCC zaznamenány, 
podobně jako u dalších nádorů, defekty různých imunitních populací. V nádorové tkáni byly 
detekovány nezralé CD1+ myeloidní dendritické buňky (myeloid dendritic cells, mDC), 
neschopné zahájit specifickou imunitní odpověď (Li et al., 2009) a makrofágy typu M2, 
které produkují imunosupresivní cytokiny IL-10 a transformující růstový faktor beta 
(transforming growth factor beta, TGFβ) a jejich denzita v nádoru koreluje s progresí 
onemocnění (Mori et al., 2011). Přítomnost nefunkčních NK buněk (Duffey et al., 1999) 
a plasmatocytoidních dendritických buněk (plasmacytoid dendritic cells, pDC) v nádorové 
tkáni (Hartmann et al., 2003) je pravděpodobně z velké části způsobena vysokými hladinami 
TGFβ a prostaglandinu E2 (PGE2), produkovaných nádorovými buňkami (Bekeredjian-
Ding et al., 2009).  
I přes fakt, že pro efektivní protinádorovou imunitní odpověď je zapotřebí souhra 
specifické i nespecifické, buněčné i humorální složky imunity, klíčovou roli zde stále hrají 
T lymfocyty infiltrující nádor. Navození stavu vyčerpání těchto klíčových hráčů imunitního 
systému je tak jedním z hlavních mechanismů úniku imunitnímu dohledu a vzniku tolerance 
vůči nádoru. 
2.3.7 Kontrolní body imunitních reakcí a vyčerpání T lymfocytů 
Stav částečného či úplného vyčerpání specifických CD8+ T lymfocytů nastává při 
dlouhodobě přetrvávající stimulaci T-receptoru (T cell receptor, TCR) v prostředí 
chronického zánětu nebo nádorového mikroprostředí. Nejedná se o skokovou, ale naopak 
o postupnou změnu funkčního fenotypu, projevující se hierarchickým způsobem. 
V počátečních fázích dochází ke ztrátě schopnosti cytotoxického zabíjení cílových buněk 
a sekrece IL-2. Následuje ztráta produkce faktoru nekrotizujícího nádory (tumor necrosis 
factor alfa, TNF-a) a až v pokročilém stavu vyčerpání daná buňka přestává produkovat 
i IFNγ, případně granzym B (Wherry et al., 2003).  
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Charakteristickým znakem vyčerpání T lymfocytů je povrchová exprese 
tzv. kontrolních bodů imunitních reakcí neboli inhibičních molekul, jejichž fyziologickou 
funkcí je tlumení imunitní odpovědi, a to zejména T lymfocytární, po proběhnutí adekvátní 
imunitní reakce, jakožto ochrany před poškozením vlastních tkání a rozvojem autoimunit 
(Wang et al., 2005), Obr. 4. Přítomnost TILs s narušeným funkčním fenotypem 
v nádorovém mikroprostředí ale není dostačující k zahájení efektivní protinádorové 
imunitní odpovědi a k eradikaci nádoru. 
 
Obr. 4. Hierarchické vyčerpání efektorových T lymfocytů v místě přetrvávajícího zánětu 
(nádor/chronická infekce). K eliminaci akutního zánětu spolu s antigenem, který zánět vyvolal, 
dochází pomocí plně funkčních efektorových T lymfocytů, které poté dále zrají do polyfunkčních 
paměťových T lymfocytů, produkujících prozánětlivé cytokiny, se silnou cytolytickou 
a proliferativní schopností. V případě chronického zánětu antigen stimulující specifickou imunitní 
odpověď přetrvává i po efektorové fázi. Dochází k nárůstu exprese inhibičních receptorů na povrchu 
dlouhodobě aktivovaných T lymfocytů a ke ztrátě jejich efektorových schopností. Převzato 
a upraveno dle (Wherry, 2011). 
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Mezi nejvíce prozkoumané inhibiční molekuly patří antigen asociovaný 
s cytotoxickými T lymfocyty 4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4, CTLA-4), 
protein programované buněčné smrti 1 (programmed cell death 1, PD-1) a jeho ligand  - 
ligand programované buněčné smrti 1 a 2 (programmed death-ligand 1 and 2, PD-L1 a PD-
L2), molekula TIM3 (T-cell immunoglobulin and mucin domain 3, TIM-3), imunoreceptor 
T lymfocytů s imunoglubulinem a ITIM doménou (T-cell immunoreceptor with Ig and ITIM 
domains, TIGIT), tlumič B a T lymfocytů (B and T lymphocyte attenuator, BTLA), 
aktivační gen lymfocytů 3 (lymphocyte activation gene 3, LAG-3), (Blackburn et al., 2009) 
(Catakovic et al., 2017). 
2.3.7.1 CTLA-4  
CTLA-4 je ve vysoké míře exprimován na povrchu regulačních T lymfocytů 
(regulatory T cells, Treg) a aktivovaných TILs. CTLA-4 je kompetitivním vazebným 
partnerem kostimulačních ligandů rodiny B7 (CD80 a CD86) na povrchu buněk 
prezentujících antigen (antigen presenting cells, APC). Tato vazba ale na rozdíl 
od kostimulačního receptoru CD28 vyvolává silný negativní signál, zprostředkovaný 
trans-endocytózou a následnou degradací kostimulačních molekul CD80 a CD86 a aktivací 
signálů blokujících proliferaci T lymfocytů a sekreci IL-2 (Qureshi et al., 2011). Výsledkem 
je inhibice efektorových funkcí aktivovaných T lymfocytů, která v nádorovém 
mikroprostředí vede k potlačení specifické protinádorové imunitní odpovědi cytotoxických 
CD8+ T lymfocytů (Zou and Chen, 2008). 
2.3.7.2 PD-1 
PD-1 je klíčovým inhibičním receptorem, jehož exprese narůstá po aktivaci 
především T lymfocytů, ale i dalších imunitních populací. Vazbou na svůj ligand PD-L1 
(B7-H1) nebo PD-L2 (B7-H2) a spuštěním příslušných signálních drah, přispívá k regulaci 
imunitní odpovědi i k následnému navrácení do stavu homeostáze (Zhang et al., 2004). 
Interakce PD-1 se svým ligandem, stejně jako u CTLA-4, vede k zablokování PI3K-Akt 
signální dráhy, která spouští mechanismy vedoucí k aktivaci buňky, progresi buněčného 
cyklu, proliferaci, produkci cytokinů, aerobní glykolýze a dalším procesům zajišťujícím 
přežití (Schildberg et al., 2016). Mechanismus intracelulární signalizace je ale u obou 
inhibičních molekul odlišný. PD-1 inhibuje fosfatidylinozitol 3-kinázu 
(phosphatidylinositol 3-kinase, PI3K), která je nezbytná k aktivaci protein kinázy B (protein 
kinase B, Akt), a na jejíž aktivitě je závislá také exprese anti-apoptotického proteinu Bcl-xL 
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(B-cell lymphoma-extra large), tzv. faktoru přežití, zatímco CTLA-4 blokuje Akt přímo 
pomocí serin/threonin fosfatázy 2A (protein phosphatase 2A, PP2A) a aktivita PI3K, nutná 
k expresi Bcl-xL, tak zůstává zachována (Parry et al., 2005). 
2.3.7.3 PD-L1  
PD-L1 je imunomodulační membránový glykoprotein, jehož exprese je indukována 
stimulací prozánětlivých cytokinů zejména na povrchu nádorových a hematopoetických 
buněk (Mimura et al., 2018). Díky silnému prediktivnímu potenciálu je exprese PD-L1 
v některých případech používána jako biomarker pro selekci pacientů dobře odpovídajících 
na imunoterapii. Imunohistochemická exprese PD-L1 byla dokonce schválena americkým 
Úřadem pro kontrolu potravin a léčiv (Food and Drug Administration, FDA) jako 
doprovodný diagnostický test pro léčbu pembrolizumabem, monoklonální protilátkou proti 
PD-1, u karcinomu děložního čípku (NCT02628067), gastrického a gastroesofageálního 
adenokarcinomu (NCT02335411), nemalobuněčného karcinomu plic (non-small-cell lung 
carcinoma, NSCLC) (NCT01905657; NCT02142738) a uroteliálního karcinomu 
(NCT02256436).  
2.3.7.4 TIM-3 
TIM-3 je membránovým receptorem vysoce exprimovaným především populací 
pomocných T lymfocytů Th1, cytotoxických T lymfocytů Tc1 a také profesionálními 
fagocyty, jako jsou makrofágy nebo DCs. Zatím byly popsány čtyři ligandy interagující 
s variabilní částí imunoglobulinové domény (variable immunoglobulin domain, IgV) 
TIM-3: galektin 9 (galectin-9, Gal-9), protein HMGB1 (high mobility group box 1), 
molekula Ceacam-1 (carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 1) 
a fosfatidylserin (phosphatidylserine, PtdSer) (Du et al., 2017). Vazba TIM-3 na Gal-9, 
první popsaný ligand TIM-3, indukuje u cílových buněk periferní toleranci (Sabatos et al., 
2003) nebo apoptózu (Zhu et al., 2005), což svědčí o supresivní regulační funkci TIM-3 v 
Th1 imunitní odpovědi. Interakce s dalším ligandem, PtdSer, jednak indukuje fagocytózu 
apoptotických tělísek a jednak podporuje zkříženou prezentaci antigenů dendritickými 
buňkami (Nakayama et al., 2009). TIM-3 na povrchu DCs infiltrujících do nádoru 
kompetuje o vazbu HMGB1 s nukleovými kyselinami, uvolňovanými z umírajících 
nádorových buněk. Vazbou TIM-3 – HMGB1 dochází k negativní regulaci stimulace 
vrozené imunitní odpovědi pomocí nukleových kyselin (Chiba et al., 2012). Poslední 
doposud popsaný ligand TIM-3, Ceacam-1, může být ko-exprimován společně s TIM-3 na 
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povrchu aktivovaných T lymfocytů, kde tvoří specifický heterodimer, který slouží jako 
negativní regulátor imunitní odpovědi (Huang et al., 2015). Golden-Mason a kol. zjistili, že 
v průběhu chronické infekce dochází ke zvýšení exprese TIM-3 na povrchu CD4+ i CD8+ 
T lymfocytů. Nárůst TIM-3 negativně koreluje s produkcí cytokinů a schopností proliferace 
efektorových T lymfocytů v odpovědi na antigen. Zablokováním interakce TIM-3 a jeho 
ligandu ale dojde k částečné obnově jejich efektorové funkce (Golden-Mason et al., 2009). 
Ferris a kol. pozorovali, že z hlediska exprese inhibičních molekul PD-1 a TIM-3 u HNSCC 
vykazují nejvíce vyčerpaný fenotyp dvojitě pozitivní TILs, tedy PD-1+ TIM-3+ TILs, čímž 
potvrdili výsledky předešlých studií provedených u melanomu (Fourcade et al., 2010) 
a leukémie (Kong et al., 2015).  
2.3.7.5 TIGIT  
TIGIT je imunomodulačním receptorem obsahujícím imunoglobulinové 
(immunoglobulin, Ig) a tyrozinové inhibiční (immunoreceptor tyrosine-based inhibitory 
motif, ITIM) domény. TIGIT je exprimovaným na povrchu aktivovaných a paměťových 
T lymfocytů, přirozených zabíječů (natural killers, NK) a NK T-lymfocytů. Vazba na ligand, 
receptor polioviru (poliovirus receptor, PVR) exprimovaný DC, spouští fosforylaci 
cytosolické tyrozinové domény imunoreceptoru (immunoreceptor tail tyrosine, ITT), která 
skrze zablokování PI3K a mitogenem aktivovaných protein kináz (mitogen-activated 
protein kinases, MAPK) vede ke snížení cytotoxické schopnosti NK a NKT buněk 
a k produkci supresivních cytokinů, jako je IL-10 (Liu et al., 2013). TIGIT dále tlumí sekreci 
IFN-γ a inhibicí maturace DC nepřímo brání aktivaci T lymfocytů (Yu et al., 2009). 
2.3.7.6 LAG-3 
LAG-3 je strukturním homologem koreceptoru CD4, exprimovaným na povrchu 
aktivovaných T lymfocytů, NK buněk, B lymfocytů a plazmacytoidních DC (pDC) 
(Goldberg and Drake, 2011). Vzhledem k molekulární struktuře LAG-3 je jejím ligandem, 
stejně jako ligandem CD4, molekula hlavního histokompatibilního komplexu II (major 
histocompatibility complex class II, MHC II), ke které se ale váže s vyšší afinitou a tato 
vazba, na rozdíl od interakce s CD4, vede k negativní regulaci buněčné proliferace a expanze 
aktivovaných T lymfocytů (Workman et al., 2004). Exprese LAG-3 byla ve zvýšené míře 
detekována na povrchu TILs u několika myších nádorových modelů. Zablokování LAG-3 
spolu s PD-1 vedlo k posílení T-buněčné protinádorové imunitní odpovědi (Woo et al., 
2012). Výsledky některých studií ale naopak popisují LAG-3 jako pozitivní prognostický 
30 
 
marker. Triebel a kol. ukázali, že u karcinomu prsu přítomnost solubilního LAG-3 v séru 
pacientek signifikantně korelovala s lepší prognózou (Triebel et al., 2006). 
2.3.8 Inhibitory kontrolních bodů imunitních reakcí v léčbě nádorových onemocnění 
Objev inhibitorů kontrolních bodů imunitních reakcí otevřel novou cestu 
k revitalizaci T-buněčné odpovědi. Tyto léky v posledních 5-7 letech prokazují účinnost 
v celé řadě nádorových onemocnění a postupně se stávají součástí prvních linií léčby, často 
i před donedávna standartní chemoterapií (Pacheco et al., 2019).  Za objev těchto molekul 
a jejich cestu do klinické praxe byli v roce 2018 po zásluze oceněni James P. Allison 
a Tasuku Honjo Nobelovou cenou za fyziologii nebo lékařství. Imunoterapie 
monoklonálními protilátkami blokujícími jednotlivé inhibiční molekuly je ve srovnání se 
standardní léčbou doprovázena výrazně nižší toxicitou a zároveň vykazuje u některých typů 
nádorů silný terapeutický efekt. Na základě slibných výsledků probíhají také klinické studie 
využívající synergizující efekt jednotlivých inhibitorů kontrolních bodů imunitních reakcí 
(Long et al., 2018) a nebo kombinující inhibitory s dalšími léčebnými modalitami, jako jsou 
onkolytické viry (Ribas et al., 2017), inhibitory poly-ADP-ribóza polymerázy, tzv. PARP 
inhibitory (poly-ADP-ribose polymerase inhibitor, PARPi) (Higuchi et al., 2015) či agonisté 
toll-like receptorů (toll-like receptor, TLR) (Sato-Kaneko et al., 2017). 
Prvním přípravkem ze skupiny inhibitorů kontrolních bodů imunitních reakcí, 
schváleným pro klinické použití, byla protilátka proti CTLA-4, ipilimumab. Ipilimumab byl 
v roce 2011 jako první léčebný přípravek tohoto typu schválen americkou FDA pro léčbu 
metastatického maligního melanomu, a to na základě výsledků randomizované, 
multicentrické klinické studie fáze III (MDX010-20), zahrnující 676 pacientů. Medián 
přežití pacientů v léčeném rameni byl 10 měsíců oproti 6,4 měsíce v kontrolním rameni 
(Hodi et al., 2010). Pozitivní výsledky byly potvrzeny v několika navazujících studiích 
fáze III (Robert et al., 2011), (Coens et al., 2017). Navíc, přibližně 20 % pacientů léčených 
ipilimumabem dosáhlo dlouhodobého přežití oproti nulovému dlouhodobému přežití 
při léčbě do té doby standartními chemoterapeutickými protokoly (Schadendorf et al., 
2015). Léčba ipilimumabem je ale často doprovázena nežádoucími účinky, které vznikají 
v důsledku odblokování supresivního prostředí v nádoru, a se svým charakterem se tak 
podobají autoimunitním onemocněním. Jedná se o tzv. imunitně podmíněné vedlejší účinky 
(immune related adverse events – ir-AEs), projevující se různě závažnými orgánovými 
toxicitami (Fecher et al., 2013). 
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Největšího klinického úspěchu zatím dosáhla plně humanizovaná monoklonální 
protilátka proti molekule PD-1, která se tak prosadila v imunoterapeutických léčebných 
protokolech celé řady onkologických onemocnění. Nivolumab a pembrolizumab byly 
na základě dlouhotrvající protinádorové odpovědi a méně závažným vedlejším účinkům 
schváleny FDA v roce 2014 pro léčbu metastatického melanomu (Robert et al., 2014), 
(Weber et al., 2015). Blokace PD-1 dráhy měla revoluční dopad i na léčbu Hodgkinova 
lymfomu (Ansell et al., 2015), nemalobuněčného karcinomu plic (Garon et al., 2015), 
renálního karcinomu (Motzer et al., 2015) a dalších indikací. Na základě pozitivních 
výsledků klinické studie EMPOWER-CSCC-1, testující další monoklonální protilátku proti 
PD-1, cemiplimab, vstoupila v roce 2018 imunoterapie i do léčby spinocelulárního 
karcinomu (Migden et al., 2018). Schématické znázornění inhibičních molekul, které jsou 
cíleny monoklonálními protilátkami v klinické praxi, je zobrazeno na Obr. 5.  
I přes velmi slibné výsledky imunoterapie založené na blokaci inhibičních molekul 
u výše zmíněných indikací je ale u některých typů solidních nádorů odpověď na léčbu nízká. 
 
Obr. 5. Schématické znázornění cílových molekul inhibitorů kontrolních bodů imunitních 
reakcí, doposud schválených FDA. Převzato a upraveno dle (de Mello et al., 2017). 
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2.3.9 Inhibitory kontrolních bodů imunitních reakcí v léčbě HNSCC 
V roce 2016 schválila na základě výsledků dvou pilotních studií KEYNOTE 012 
a CHECKMATE 141 americká FDA pembrolizumab a nivolumab pro léčbu pacientů 
s rekurentním nebo metastatickým HNSCC, u kterých došlo k progresi onemocnění již 
během léčby platinovými deriváty nebo touto cytostatickou léčbou nebyl nádor vůbec 
ovlivněn (Ferris et al., 2016), (Larkins et al., 2017). O rok později následovalo schválení 
obou monoklonálních protilátek pro léčbu stejné populace pacientů i Evropskou lékovou 
agenturou (European Medicines Agency, EMA). V roce 2019 byl na základě výsledků 
studie KEYNOTE 048 pembrolizumab zařazen i do první linie léčby pacientů 
s metastatickým nebo rekurentním HNSCC (Burtness et al., 2019). Míra objektivní 
odpovědi (objective response rate, ORR), hodnotící odpovídavost pacientů se solidními 
nádory na léčbu αPD-1 (Response Evaluation Criteria In Solid Tumors, RECIST), se ale 
pohybuje mezi 15-20 % a většina pacientů s HNSCC tak na léčbu neodpovídá (Seiwert et 
al., 2016), (Ferris et al., 2016). Pro zvýšení efektivity léčby na bázi zablokování 
imunosupresivních drah v nádorovém mikroprostředí je proto potřeba zaměřit se jednak na 
identifikaci tzv. prediktivních biomarkerů, určujících pravděpodobnost odpovědi na léčbu 
u jednotlivých pacientů a jejich následnou stratifikaci, a jednak najít další cílové molekuly, 
jejichž blokování by vedlo ke zvýšení účinnosti imunoterapie u HNSCC. Monoklonální 
protilátka proti PD-1 je ale spolu s cetuximabem, tedy inhibitorem receptoru epidermálního 
růstového faktoru (epidermal growth factor receptor, EGFR), doposud jedinou cílenou 
terapií u HNSCC, schválenou FDA. Přičemž klinické studie založené na monoterapii 
cetuximabem ukazují ještě nižší klinický účinek než αPD-1 terapie, a to 8-11 % (Fury et al., 
2012). Další inhibitory molekul kontrolních bodů imunitních reakcí a komplexní protokoly 
zahrnující kombinace několika terapeutických přístupů u HNSCC jsou zatím v různých 
fázích klinického testování. Studie, které se již dostaly do pokročilejších fází testování (fáze 




Fáze Cílová molekula mAb/léčba Klinická studie 
Monoterapie    
II PD-L1 durvalumab NCT02207530 
II PD-1 nivolumab NCT03226756 
II PD-1 pembrolizumab NCT02255097 
II PD-1 pembrolizumab NCT02644369 
II PD-1 pembrolizumab NCT02769520 
II PD-1 pembrolizumab NCT02296684 
II PD-1 pembrolizumab NCT02841748 
II PD-1 pembrolizumab NCT02641093 
II PD-1 pembrolizumab NCT02710396 
III PD-L1 avelumab NCT02952586 
III PD-1 pembrolizumab NCT03040999 
III PD-1 pembrolizumab NCT02252042 
Kombinovaná 
terapie 





II PD-1, CTLA-4 nivolubam/ipilimumab NCT02823574 
II PD-1, CTLA-4 nivolubam/ipilimumab NCT02834013 
II PD-1, TLR9 pembrolizumab/SD-101 NCT02521870 
II PD-1 pembrolizumab/RT,cetuximab/RT NCT02707588 
II PD-1 pembrolizumab/cetuximab NCT02318901 
II PD-1 pembrolizumab/RT NCT02609503 
II PD-1 pembrolizumab/CRT NCT02777385 
II PD-1 nivolumab/SBRT NCT02684253 
II PD-1 pembrolizumab/reirradiation NCT02289209 
II PD-1 pembrolizumab/acalabrutinib NCT02454179 
II PD-1, CTLA-4 nivolumab/ipilimumab NCT02919683 
II PD-L1 durvalumab/cetuximab/RT NCT03051906 
II PD-L1, CTLA-4 durvalumab/tremelimumab NCT02319044 





III PD-1, CTLA-4 nivolumab/ipilimumab NCT02741570 
III PD-L1, CTLA4 durvalumab/tremelimumab NCT02551159 
III PD-L1, CTLA-4 durvalumab/tremelimumab NCT02369874 
III PD-L1 avelumab/cetuximab/RT NCT02999087 
Tab. 2. Přehled probíhajících klinických studií fáze II a III, využívajících inhibitory 
kontrolních bodů imunitních reakcí u HNSCC. RT (radioterapie), CRT (chemoradioterapie), PT 




2.3.10 Vznik adaptivní rezistence k αPD-1 terapii 
I přes velký klinický úspěch s monoklonální protilátkou proti PD-1 v rámci nádorové 
imunoterapie existuje stále velká část pacientů se solidními nádory, která na tuto léčebnou 
modalitu neodpovídá. A navíc, i část responderů, tedy pacientů odpovídajících na léčbu, 
v průběhu času zrelabuje. Důvodem je, mimo jiné, zatím ne zcela objasněný mechanismus 
úniku před protinádorovou aktivitou imunomodulačních protilátek potlačujících 
imunosupresivní prostředí v nádoru, tzv. adaptivní rezistence. 
Adaptivní rezistence popisuje mechanismus indukce únikových supresorových 
signálních drah, vznikajících jako odpověď na zablokování interakce PD-1/PD-L1 pomocí 
inhibitorů molekul imunitních kontrolních bodů. Jedná se o dynamický proces probíhající 
v nádorovém mikroprostředí, během něhož dochází k postupné adaptaci TILs na přerušení 
PD-1 supresivní signální dráhy nárůstem exprese alternativních inhibičních molekul 
a aktivity jejich signálních drah (Koyama et al., 2016). Shayan a kol. zjistili, že 
zablokováním PD-1 signální dráhy u HNSCC pomocí blokující protilátky dojde 
k signifikantnímu nárůstu exprese TIM-3. Sekvenčním podáním αPD-1 a αTIM-3 se ale 
podařilo zabránit vzniku adaptivní rezistence k αPD-1 terapii, a bylo tak dosaženo 
signifikantní protinádorové aktivity TILs a zastavení růstu nádoru. Shayan a kol. dále 
popsali molekulární podstatu vzniku adaptivní rezistence k αPD-1 terapii u HNSCC, která 
je založena na aktivaci PI3K/Akt/mTOR signální dráhy (Shayan et al., 2017). Genová 
deplece PD-1 vede k nárůstu exprese dalších alternativních inhibičních molekul, jako je 
LAG-3, TIGIT, 2B4 (CD244) a CD160 (Odorizzi et al., 2015). Mechanismus adaptivní 
rezistence je tedy možné alespoň z části překonat duální blokací PD-1 spolu s dalšími 
inhibitory molekul kontrolních bodů imunitních reakcí, a zesílit tak účinnost  αPD-1 terapie 
(Lichtenegger et al., 2018). 
2.3.11 Prognostická role inhibičních molekul 
Ačkoli blokace funkce inhibičních molekul vede k obnovení specifické 
protinádorové imunitní odpovědi, a dosáhla tak významného klinického úspěchu u různých 
typů nádorových onemocnění, dle nejnovějších výzkumů je exprese některých inhibičních 
molekul, jako je PD-1 nebo PD-L1, úzce spjata nejen s funkčními defekty a hladinou 
vyčerpaní, ale u některých nádorů naopak také s efektorovými schopnostmi těchto buněk 
(Badoual et al., 2013), (Hladikova et al., 2018) a s aktivací protinádorové imunitní odpovědi  
(Fucikova et al., 2019). V roce 2007 Hamanishi a kol. popsali roli PD-L1 jako negativního 
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prognostického markeru u ovariálního karcinomu na základě korelace mezi expresí PD-L1 
a nízkým infiltrátem TILs v nádorovém mikroprostředí (Hamanishi et al., 2007). 
V následujících letech byla ale u různých nádorových typů, včetně HNSCC, pozorována 
opačná korelace (Kogashiwa et al., 2017), (Webb et al., 2016), (Wu et al., 2017). Stejná 
diskrepance se objevuje také u molekuly PD-1, jejíž exprese byla asociována s pozitivní 
prognózou u pacientů s kolorektálním karcinomem (Li et al., 2016), ovariálním karcinomem 
(Webb et al., 2015) i u pacientů s HNSCC (Badoual et al., 2013). Skutečná role molekuly 
PD-1 v nádorové imunologii tak zůstává rozporuplná. Vzhledem k nízkému terapeutickému 
účinku αPD-1 terapie u HNSCC je zásadním krokem objasnit roli PD-1 molekuly u tohoto 
nádorového onemocnění a popsat mechanismus navozující stav vyčerpání TILs, jehož 
důsledkem je silné imunosupresivní prostředí a neschopnost eliminace nádoru. V naší 
laboratoři jsme se proto zabývali funkční charakterizací HPV-specifických TILs u pacientů 
s HNSCC, v souvislosti s expresí inhibičních molekul PD-1 a TIM-3.  Výsledky této práce 
objasňují roli jednotlivých inhibičních molekul a jsou v souladu se studiemi popisujícími 
PD-1 jako marker aktivace a diferenciace, jež nemusí vždy svědčit o míře vyčerpání 
a nefunkčnosti (Legat et al., 2013). Pozitivní roli PD-1 u HNSCC navíc podporují data 
Badoualové a kol., kteří detekovali expresi celé škály aktivačních markerů, jako je HLA-DR, 
CD38 nebo CD137, na povrchu PD-1+ TILs (Badoual et al., 2013). Molekula PD-1 tak 
pravděpodobně charakterizuje spíše fenotyp efektorových paměťových TILs než jejich 
vyčerpání.  
Zablokování PD-1 signální dráhy pomocí monoklonální protilátky nivolumabu tak 
podle očekávání nevedlo v naší studii k nárůstu produkce IFNγ, jak lze pozorovat u indikací 
s vysokým terapeutickým účinkem αPD-1 terapie. Částečného odblokování supresivního 
prostředí a revitalizace T-buněčné odpovědi bylo docíleno až duální blokací PD-1 dráhy 
i TIM-3 dráhy současně, čímž došlo k signifikantnímu nárůstu produkce IFNγ a k zesílení 
protinádorové imunitní odpovědi (Hladikova et al., 2018). V nádorovém mikroprostředí 
HNSCC tak během αPD-1 terapie pravděpodobně dochází ke vzniku adaptivní rezistence, 
jež byla popsána výše. Paralelní blokace více inhibičních molekul tak vyvolává synergický 
efekt těchto inhibitorů a předchází vzniku adaptivní rezistence (Hladikova et al., 2018), 
(Shayan et al., 2017). Fučíková a kol. pozorovali významnou diskrepanci v prognóze, 
vzhledem k expresi jednotlivých inhibičních molekul, také u karcinomu ovaria. Zejména 
míra exprese molekuly PD-L1 v nádorovém mikroprostředí je asociována s aktivací 
protinádorové imunitní odpovědi a s lepší prognózou pacientek, zatímco exprese molekuly 
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TIM-3 významně koreluje s inhibicí protinádorové imunitní odpovědi, a negativně tak 
ovlivňuje prognózu pacientek s HGSC (Fucikova et al., 2019). 
2.3.12 Další možnosti imunoterapie u HNSCC 
Vzhledem k významným odlišnostem v biologické podstatě, chování i prognóze 
HPV-asociovaných nádorů hlavy a krku vs. nádorů vyvolaných toxickými látkami, je 
nezbytně nutné přistupovat odlišně i k léčbě těchto dvou entit. Současná léčba je založena 
na TNM klasifikaci nádoru, tedy postoperační patologické klasifikaci zahrnující určení 
velikosti nádoru (T), zasažení regionálních lymfatických uzlin (N) a založení vzdálených 
metastáz (M). Následná postoperativní léčba zahrnující radioterapii nebo konkomitantní 
chemoradioterapii, nejčastěji v kombinaci s cisplatinou, ale zatím nezohledňuje HPV status 
pacientů. Pro pacienty s HPV-asociovanými nádory by řešením mohla být právě vhodně 
zvolená imunoterapie využívající potenciál specifické buněčné imunity k eradikaci nádoru. 
V současné době jsou v klinické praxi již běžně zavedeny profylaktické vakcíny, 
založené na principu prevence vzniku virové infekce indukcí humorální imunitní odpovědi 
v podobě neutralizačních protilátek proti konformačním epitopům kapsidového proteinu L1. 
U již probíhajícího onemocnění ale dochází k významnému snížení exprese HPV L1 
infikovanými buňkami, a profylaktické vakcíny tak nemohou mít žádný terapeutický účinek 
(Ault and Future, 2007). Pro léčbu pacientů s HPV-asociovanými nádory je tak zapotřebí 
aktivace buněčné imunity v podobě terapeutických vakcín. Vzhledem ke komplexnosti 
vývoje těchto vakcín jsou ale různé imunoterapeutické postupy u HNSCC stále ve fázi 
preklinického a klinického testování. Největší léčebný potenciál zatím mají terapeutické 
vakcíny využívající přítomnosti virových onkoproteinů, které jsou exprimovány všemi 
infikovanými buňkami, a tudíž i nádorovými buňkami, v nichž byl maligní potenciál 
vyvolán právě infekcí HPV. Tyto onkoproteiny tak slouží jako silně imunogenní nádorově 
specifické antigeny, které indukují odpověď specifických cytotoxických T lymfocytů. 
Exprese těchto onkoproteinů je navíc úzce spjata s maligním fenotypem nádorových buněk, 
a zůstává tak neměnná i přes vysoký selekční tlak za účelem evaze nádorových buněk 
imunitnímu systému (Best et al., 2012). Výsledky klinické studie fáze II, založené 
na podávání vakcíny obsahující syntetické peptidy onkoproteinu E6 a E7 HPV-pozitivním 
pacientkám s vulvární intraepiteliální neoplázií, ukázaly velmi silný léčebný potenciál. 
Po uplynutí jednoho roku od vakcinace vykazovalo 15 z 19 pacientek objektivní klinickou 
odpověď, mezi nimiž bylo dokonce devět kompletních odpovědí. Zásadní pro tuto studii 
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bylo, že se u všech pacientek jednalo o specifickou T buněčnou odpověď indukovanou právě 
podáním výše uvedené vakcíny (Kenter et al., 2009). V roce 2017 byly zveřejněny výsledky 
klinické studie fáze II u pacientů s neléčitelnými HPV 16-asociovanými nádory, včetně 
karcinomu orofaryngu. Tato studie také testovala přístup založený na podávání HPV16 E6 
a E7 peptidů, ale v kombinaci s nivolumabem. Míra objektivní odpovědi u pacientů dosáhla 
33 %, včetně dvou kompletních odpovědí (NCT02426892). Kombinace těchto dvou 
odlišných léčebných přístupů tak vykazuje synergický efekt. V klinickém testování fáze I/II 
pro HNSCC je také personalizovaná autologní vakcína obsahující nádorový lyzát pacientů 
(jako zdroj nádorových antigenů) v kombinaci s polyklonálně aktivovanými alogenními 
Th1 paměťovými buňkami. Vakcína tvořená těmito dvěma komponentami by také měla 




3 CÍLE PRÁCE 
Hlavním cílem této práce bylo charakterizovat složení a funkční vlastnosti imunitního 
infiltrátu nádorové tkáně u pacientů s nádory hlavy a krku, se zaměřením na adaptivní složku 
vytvářející specifickou protinádorovou imunitní odpověď. Dalším záměrem bylo definovat 
význam těchto parametrů pro klinický průběh onemocnění a pro navržení efektivních 
imunoterapeutických protokolů. Jednotlivé cíle jsou rozděleny do následujících částí: 
1. Analýza vlivu etiologického agens (infekce HPV vs. kouření/alkohol) na složení 
a četnost imunitního infiltrátu u nádorů hlavy a krku. 
 Hypotéza: Lepší prognóza pacientů s HPV-indukovanými nádory je dána vyšší 
infiltrací nádorového mikroprostředí imunokompetentními buňkami. 
2. Testování funkční kapacity HPV-specifických TILs u nádorů hlavy a krku. 
 Hypotéza: Exprese inhibičních molekul a proces adaptivní rezistence brání efektivní 
protinádorové imunitní odpovědi zprostředkované HPV-specifickými TILs 
s vyčerpaným fenotypem. 
3. Analýza významu B lymfocytů pro podporu specifické CD8+ T-buněčné imunitní 
odpovědi u pacientů s nádory hlavy a krku. 
 Hypotéza: B lymfocyty infiltrující do nádoru podporují specifické CD8+ 
T lymfocyty v protinádorové imunitní odpovědi u pacientů s HPV-asociovanými 
nádory hlavy a krku. 
4. Sledování vlivu exprese inhibičních molekul na funkční zaměření imunitního infiltrátu 
u ovariálního karcinomu. 
 Hypotéza: Prognóza pacientek s HGSCC je významně ovlivněna mírou exprese 
inhibičních molekul v nádorovém mikroprostředí. 
5. Stanovení expresního profilu nádorových antigenů u primárního nádoru ovariálního 
karcinomu a ovariálních nádorových linií. 
 Hypotéza: Vhodně zvolená kombinace nádorových linií, použitá jako zdroj 
nádorových antigenů pro vakcíny na bázi DC, dokáže pokrýt široké spektrum 
antigenů detekovaných u primárních nádorů ovária. 
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5.1 Nádory hlavy a krku, indukované infekcí lidským papilomavirem, 
mají signifikantně vyšší imunitní infiltrát ve srovnání s nádory jiné 
etiologie. 
Lidský papilomavirus (HPV) je v současné době jedním z hlavních etiologických 
agens invazivní karcinogeneze u nádorů hlavy a krku. I přes častou diagnózu v pozdních 
stádiích onemocnění s metastatickým rozšířením do lymfatických uzlin mají pacienti 
s nádory vzniklými na základě této etiologie lepší klinický průběh onemocnění i lepší 
prognózu, než pacienti s HPV-negativními nádory indukovanými převážně kouřením. 
I přesto, že příčina tohoto jevu doposud nebyla zcela objasněna, dle dosavadních poznatků 
lze usuzovat, že jedním z hlavních důvodů je právě přítomnost viru v nádorové tkáni, 
od které se odvíjí i charakter imunitní odpovědi. Vzhledem k faktu, že u některých indikací 
má složení a denzita imunitního infiltrátu v nádorové tkáni prognostický a prediktivní 
význam, zaměřili jsme se v této studii na analýzu imunitního infiltrátu u pacientů se 
squamózním karcinomem hlavy a krku (head and neck squamous cell carcinoma, HNSCC), 
ve vztahu k HPV statutu těchto pacientů. V rámci detailní cytometrické analýzy jsme 
charakterizovali zastoupení a distribuci jednotlivých populací imunitního infiltrátu, které se 
účastní protinádorové imunitní odpovědi, jako jsou buňky prezentující antigen (antigen 
presenting cells, APCs), efektorové T lymfocyty a naivní T lymfocyty, nebo naopak 
populace imunosupresivních buněk, podporujících růst nádoru, jako jsou regulační 
T lymfocyty (regulatory T cells, Treg). Analyzovali jsme také produkci cytokinů 
a chemokinů, jež významně přispívají k chemotaxi imunokompetentních buněk 
do nádorového mikroprostředí. V rámci této studie jsme pozorovali významný rozdíl mezi 
složením a mírou imunitního infiltrátu nádorů asociovaných s HPV a nádorů jiné etiologie. 
HPV-pozitivní nádory vykazovaly signifikantně vyšší zastoupení IFNγ+ CD8+ 
T lymfocytů, IL-17+ T-lymfocytů, mDC a vyšší produkci prozánětlivých chemokinů. 
Na úrovni mRNA jsme dále zjistili, že HPV-pozitivní nádory měly ve srovnání 
s HPV-negativními nádory významně nižší expresi cyklooxygenázy 2 (cyclooxygenase 2, 
Cox-2) a vyšší expresi PD-1. Z naší studie vyplývá, že přítomnost výrazného imunitního 
infiltrátu může hrát zásadní roli v odpovědi pacientů s HPV-asociovanými nádory na 
standardní terapii. Charakterizace imunitního infiltrátu u HNSCC se zdá být vhodným 
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doplněním TNM klasifikace a může tak vedle HPV statutu zpřesnit prognózu pacientů. 
Navíc může být užitečným nástrojem v rámci vývoje nových imunoterapeutických přístupů. 
K této práci jsem přispěla následovně: 20 %; zpracování nádorové tkáně a periferní 
krve pacientů, izolace RNA a stanovení exprese vybraných genů pomocí qPCR, analýza dat 































5.2 Funkční kapacita HPV-specifických TILs je u pacientů s nádory 
hlavy a krku ovlivněna expresí inhibičních molekul  
Nádory vzniklé na podkladě infekce lidským papilomavirem (HPV) disponují 
přítomností onkoproteinů E6 a E7, jež jsou konstitutivně exprimovány nádorovými buňkami 
a jako cizí, vysoce imunogenní specifické nádorové antigeny, by měly vyvolávat silnou 
protinádorovou imunitní odpověď, zprostředkovanou především HPV-specifickými TILs. 
Nízká úspěšnost cílené terapie pomocí imunomodulačních protilátek u pacientů 
s rekurentním HNSCC ale nasvědčuje komplexním změnám ve funkční kapacitě specifické 
složky imunitního systému. Cílem této studie byla komplexní analýza frekvence, fenotypu 
a funkční kapacity HPV 16 E6/E7- specifických TILs u pacientů s orofaryngeálním 
karcinomem a posouzení efektu zablokování PD-1 dráhy pomocí monoklonální protilátky 
proti PD-1, nivolumabu, a TIM-3 dráhy pomocí solubilního TIM-3 na efektorové schopnosti 
HPV 16-specifických TILs. Přítomnost HPV 16-specifických TILs jsme detekovali 
u 73,1 % HPV-asociovaných nádorů orofaryngu. Tyto HPV 16-specifické CD8+ TILs, 
schopné produkce IFNγ po specifické stimulaci autologními CD14+ monocyty pulzovanými 
peptidy onkoproteinů E6 a E7, byly charakteristické expresí PD-1, ale nepřítomností TIM-3. 
Přítomnost PD-1 a nepřítomnost TIM-3 u populace funkčních CD8+ T-lymfocytů poukazuje 
na Tim-3, spíše než na PD-1, jako na znak vyčerpání těchto buněk. Specifická produkce 
IFNγ byla navíc zýšena pouze u TILs ošetřených kombinací nivolumabu spolu se sTIM-3, 
zatímco použití nivolumabu samotného produkci IFNγ neovlivnilo. Na rozdíl 
od nespecifické stimulace nivolumab překvapivě nezvyšoval expresi Tim-3 u specificky 
stimulovaných TILs, absence vlivu nivolumabu na funkční kapacitu buněk tedy nebyla 
způsobená mechanismem adaptivní rezistence popsaným ve studii Shayanové (Shayan et 
al., 2017). Z výsledků naší studie vyplývá, že kombinovaná léčba zahrnující zablokování  
PD-1 dráhy pomocí nivolumabu v kombinaci s blokováním dalších inhibičních molekul, 
jako je TIM-3, může vést k zesílení účinku HPV-16 terapeutických vakcín u pacientů 
s orofaryngeálním karcinomem. 
K této práci jsem přispěla následovně: 50 %; zpracování nádorové tkáně a periferní 
krve pacientů, homeostatická expanze TILs, detekce HPV 16-specifických TILs pomocí 
průtokové cytometrie, funkční a fenotypová analýza těchto buněk, detekce cytokinů a 
dalších solubilních molekul v supernatantech pacientů, izolace RNA a stanovení exprese 




















5.3 Význam B lymfocytů pro podporu specifické CD8+ T-buněčné 
imunitní odpovědi u pacientů s nádory hlavy a krku 
Imunoterapie se díky nevídaným úspěchům v onkologii zařadila mezi základní pilíře 
léčby některých nádorových onemocnění, a posunula tak hranice onkologické léčby. Většina 
imunoterapeutických přístupů je dnes založena na aktivaci specifické T-buněčné 
protinádorové imunitní odpovědi, která je většinou působením imunosupresivního 
nádorového mikroprostředí silně utlumena. Ani nejaktuálnější imunoterapeutické přístupy 
založené na imunomodulačních protilátkách ale nedokáží tento mechanismus úniku nádoru 
před imunitním dohledem zcela překonat, a i přes silný terapeutický účinek tak na léčbu 
odpovídá pouze část pacientů, u kterých se většinou nepodaří dosáhnout trvalé remise, neboť 
aktivace T-buněčné protinádorové imunitní odpovědi je často pouze přechodná. Specifická 
imunitní reakce je založena na komplexní spolupráci jednotlivých složek adaptivní imunity, 
zejména T a B lymfocytů. Tato kooperace vede k silné a dlouhotrvající imunitní odpovědi. 
Pro dosažení efektivní protinádorové imunitní odpovědi je proto potřeba zaměřit se nejen 
na aktivaci T-buněčné složky, ale i B-buněčné, která je zatím v klinickém testování spíše 
opomíjena. Z tohoto důvodu jsme se v rámci komplexní studie nádorového infiltrátu 
pacientů s OPSCC zaměřili na funkční a fenotypovou analýzu CD20+ TIL-Bs, jejich 
kvantitativní zastoupení a schopnost interakce s CD8+ TILs. Pozorovali jsme signifikantní 
prognostický význam denzity CD20+ TIL-Bs pro celkové přežití pacientů s OPSCC. 
Vysoká denzita těchto CD20+ TIL-Bs byla navíc asociována s jejich aktivovaným 
fenotypem, produkcí chemokinového ligandu 9 (C-X-C motif chemokine ligand 9, CXCL9) 
a infiltrací CD8+ TILs, které jsou pravděpodobně atrahovány do nádoru právě díky 
chemotaktickému gradientu CXCL9, z velké části produkovanému B lymfocyty. 
V nádorovém mikroprostředí potom může docházet k funkčním interakcím mezi CD20+ 
TIL-Bs a CD8+ TILs. U OPSCC míra těchto interakcí signifikantně korelovala s lepším 
přežíváním pacientů. Způsob, jakým TIL-Bs a CD8+ TILs v nádorové tkáni interagují ani 
dráhy ovlivněné touto interakcí nejsou zatím známé. Naše studie navrhuje, že přímo 
v nádorové tkáni hrají aktivované TIL-Bs zásadní roli při sekundární kostimulaci CD8+ 
TILs, zprostředkovanou skrze zapojení jedné z popsaných kostimulačních signálních drah. 
Z výsledků naší studie vyplývá, že prognóza pacientů s OPSCC je významně ovlivněna 
infiltrací TIL-Bs do nádorové tkáně, jejichž vysoce funkční fenotyp a schopnost interakce 
s CD8+ TILs umožňuje dlouhodobé přežívání CD8+ TILs v nádorovém mikroprostředí, 
a pravděpodobně tak vede k dlouhodobé protinádorové imunitní odpovědi. Zahrnutí 
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B-buněčné složky do současných imunoterapeutických postupů by tak mohlo zvýšit 
účinnost nejmodernějších přístupů zaměřených doposud převážně na aktivaci T lymfocytů. 
K této práci jsem přispěla následovně: 60 %; příprava vzorků pro analýzu exprese 
genů spojených s imunitní odpovědí, optimalizace protokolů pro imunohistochemické 
značení jednotlivých populací imunitního infiltrátu na řezech z parafínových bločků 
formalinem fixované tkáně (formalin-fixed paraffin-embedded, FFPE), následné barvení 
a kvantitativní analýza, izolace RNA a stanovení exprese vybraných genů pomocí qPCR, 





































5.4 Přítomnost molekuly TIM-3 ovlivňuje funkční orientaci imunitního 
infiltrátu v nádorovém mikroprostředí ovariálního karcinomu 
Přítomnost inhibičních receptorů a jejich ligandů hraje zásadní roli v navození 
imunosuprese v nádorovém mikroprostředí u většiny maligních onemocnění, jak vyplývá 
z výsledků preklinického a klinického testování. Přítomnost těchto molekul tedy nejen 
zásadním způsobem ovlivňuje prognózu pacientů, ale zároveň představuje i prediktivní 
informaci pro imunoterapeutickou léčbu nádorových malignit.  Nicméně vliv těchto molekul 
na složení a aktivitu imunitního infiltrátu a následné přežívání pacientek s high-grade 
serózním karcinomem ovaria (high-grade serous carcinoma, HGSC) nebyl dosud plně 
objasněn. V rámci retrospektivní studie jsme analyzovali míru exprese PD-L1 a zastoupení 
PD-1+, CTLA4+, LAG-3+ a TIM-3+ buněk, ve vztahu k  funkční orientaci imunitního 
infiltrátu nádorového prostředí a následné prognóze pacientek s HGSC. Získaná 
imunohistochemická data byla korelována s transkriptomickou charakterizací nádorové 
tkáně pomocí analýzy RNA-Seq dat a s funkčními testy provedenými na nezávislé 
prospektivní kohortě pacientek s HGSC. Z výsledků vyplývá, že vysoká hladina exprese 
PD-L1 a vyšší zastoupení PD-1+ buněk v nádorovém mikroprostředí pacientek s HGSC jsou 
silně asociovány s TH1 orientovanou a cytotoxickou imunitní odpovědí. Naopak přítomnost 
molekuly TIM-3 negativně ovlivňuje funkční kapacitu efektorových lymfocytů infiltrujících 
do nádoru a koreluje s  horší prognózou onemocnění. Výsledky této studie dokumentují 
prognostický význam PD-L1 a TIM-3 jako relevantních biomarkerů aktivované 
vs. suprimované protinádorové imunitní odpovědi, což zásadním způsobem ovlivňuje 
prognózu pacientek s HGSC.  Naše výsledky naznačují, že sledování zastoupení inhibičních 
molekul v nádorovém mikroprostředí, zejména receptoru TIM-3, může být v budoucnu 
využito pro stratifikaci pacientek vhodných pro imunoterapeutickou léčbu HGSC. 
K této práci jsem přispěla následovně: 10 %; analýza exprese inhibičních molekul 




























5.5 Aktivní buněčná imunoterapie na bázi dendritických buněk je 
založena na vhodně zvolené nádorové linii jako zdroji nádorových 
antigenů 
Cílem aktivní buněčné imunoterapie v léčbě nádorových onemocnění je překonat 
navozenou toleranci vůči nádorovým buňkám, a zesílit tak protinádorovou imunitní 
odpověď v těle pacientů. Pro účinnou aktivaci imunitní odpovědi musí docházet 
k prezentaci nádorových antigenů na povrchu buněk prezentujících antigen (antigen 
presenting cells, APC) naivním T lymfocytům. Zralé dendritické buňky (dendritic cells, 
DCs) představují nejúčinnější APC, a jsou proto vhodným cílem pro imunoterapeutické 
protokoly založené na indukci a posílení specifické složky imunitního systému. 
Pro úspěšnou imunoterapii na bázi DCs je klíčovým krokem volba vhodného zdroje 
nádorových antigenů, jejichž spektrum bude co nejvíce odrážet repertoár nádorových 
antigenů v primárním nádoru. Vzhledem k heterogenitě v expresi nádorových antigenů 
asociovaných s nádorem (tumor associated antigens, TAAs) v primární nádorové tkáni 
i v nádorových liniích je potřeba detailně charakterizovat expresní profil TAAs a porozumět 
významu jednotlivých antigenů v indukci efektivní protinádorové imunitní odpovědi. V této 
studii jsme analyzovali míru exprese 21 TAAs charakteristických pro ovariální karcinom 
u primárních nádorů serózního epiteliálního ovariálního karcinomu a výsledný expresní 
profil jsme porovnali se čtyřmi dostupnými ovariálními nádorovými liniemi. Více než 90 % 
primárních nádorů mělo významně zvýšenou expresi nádorového antigenu 125 (cancer 
antigen 125, CA125), folátového receptoru 1 (folate receptor 1, FOLR1), molekuly 
epiteliální buněčné adheze (epithelial cell adhesion molecule, EPCAM) a mucinu 1 (mucin 
1, MUC-1). Zvýšená hladina exprese byla dále detekována pro lidský receptor 
epidermálního růstového faktoru 2 (human epidermal growth factor receptor-2, Her-2/neu). 
Vzhledem k největšímu překryvu v expresi TAAs mezi primárními nádory a nádorovými 
liniemi OV-90 a OVCAR-3 byly tyto dvě linie zvoleny jako nejvhodnější zdroj nádorových 
antigenů pro aktivní buněčnou terapii na bázi DCs. 
K této práci jsem přispěla následovně: 70 %; podílení se na přípravě panelu TAAs 
charakterizujících ovariální karcinom, pěstování ovariálních nádorových linií, izolace RNA 































6 SHRNUJÍCÍ ZÁVĚR 
Nádory hlavy a krku jsou heterogenní skupinou nádorových onemocnění, jejichž 
společnou vlastností je silně imunosupresivní prostředí, vytvářené komplexními únikovými 
mechanismy nádorových buněk imunitnímu dohledu. Důsledkem imunosuprese je 
nedostatečná protinádorová imunitní odpověď a progrese nádorového onemocnění. 
Překonání imunosuprese a posílení T-buněčné imunitní odpovědi pomocí imunoterapie je 
cílem tisíců klinických studií, ať už ve formě monoterapie nebo v různých kombinacích 
s dalšími léčebnými modalitami. Pro léčbu HNSCC byla v USA a Evropě doposud 
schválena imunoterapie založená na blokaci PD-1 – PD-L1 dráhy pomocí monoklonálních 
protilátek αPD-1, nivolumabu a pembrolizumabu. Navzdory velkému pokroku, který 
inhibitory kontrolních bodů imunitních reakcí přinesly v léčbě nádorových onemocnění, 
většina pacientů s HNSCC na tuto léčbu neodpovídá. Nádorové mikroprostředí je příliš 
komplexní a role některých inhibičních molekul v procesu karcinogeneze není jednoznačná. 
Detailní pochopení povahy nádorového mikroprostředí a jednotlivých složek imunitního 
infiltrátu je zcela zásadní k pochopení únikových mechanismů nádorových buněk 
a k dosažení lepších výsledků v rámci imunoterapie HNSCC. Předkládaná dizertační práce 
významně rozšiřuje znalosti o kompozici a funkčních vlastnostech imunitního infiltrátu 
v nádorovém prostředí HNSCC. Jako první poukazuje na významně odlišný imunitní profil 
nádorového mikroprostředí u HPV-asociovaných vs. toxicky indukovaných nádorů, 
charakterizovaný vysokou infiltrací CD8+ T lymfocyty, jejichž zastoupení i silnější 
aktivační potenciál u HPV-pozitivních pacientů je spojován s lepší prognózou. Tato práce 
dále popisuje funkční kapacitu HPV-specifických CD8+ T lymfocytů u HPV-asociovaných 
nádorů, vzhledem k expresi inhibičních molekul, a poukazuje na význam komplementární 
léčby, jejíž implementace by mohla podstatně zvýšit HPV-specifickou imunitní reakci 
a odpověď na léčbu u pacientů s HPV-asociovanými OPC. Vzhledem k významnosti 
specifických T-lymfocytů v protinádorové imunologii je naprostá většina výzkumného 
zájmu i klinických studií soustředěna na posílení specifické T-buněčné odpovědi. Vzhledem 
k neuspokojivým výsledkům imunoterapie v klinické praxi u pacientů s HNSCC a k vysoké 
morbiditě doprovázející standardní léčbu, je potřeba zaměřit se v rámci imunoterapie 
na další potenciální cíle. Tato práce objasňuje silnou asociaci mezi frekvencí 
HPV-specifických CD8+ T lymfocytů a přítomností a funkční kapacitou B lymfocytů 
infiltrujících nádory, a poukazuje tak na význam nejen T-lymfocytů v modulaci 
protinádorové imunity HNSCC, ale také neméně významné složky specifické imunity – 
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B-lymfocytů, a jejich prognostický význam. Společně s T lymfocyty by se tak B lymfocyty, 
které se ukázaly být také velmi silným prognostickým markerem, mohly stát jedním 
z klíčových cílů nových imunoterapeutických protokolů. Z našich výsledků vyplývá, že 
budoucnost imunoterapie HNSCC je pravděpodobně založena především na vhodné 
kombinaci více přístupů, jako jsou inhibitory kontrolních bodů imunitních reakcí 
s terapeutickými vakcínami proti HPV, nebo inhibice PD-1 – PD-L1 dráhy v kombinaci 
s aktivací B lymfocytů. Vhodně zvolená multispektrální imunoterapie má, na rozdíl 
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